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1.1- Megalobulimus paranaguensis 
O molusco Megalobulimus paranaguensis Pilsbry & lhering ( 1900 ), de “habitat” 
natural no litoral paranaense, onde se alimenta da flora local, aproveita-se desta através de um 
variado e complexo equipamento enzimático que se faz presente no seu sistema digestivo. Neste 
complexo há, entre outras, enzimas hidrolásicas que efetuam a despolimerização dos 
polissacarídeos comuns, presentes a nível de parede celular e citoplasma de células vegetais como: 
celulose, hernicelulose, pectinas e outras glicanas; bem como outros carboidratos mais simples 
como amido e sacarose ( Fontana ,F eijó & Duarte, 1976). 
Hoje já está consolidado a exploração comercial da polivalência enzimática digestiva 
deste tipo de animais invertebrados; exemplos neste sentido podem ser demonstrados como os 
produtos obtidos a partir do caracol de jardim europeu,ou Helix pomatia, como “Glusulase”( New 
Research Products - Du Pont ) e “Cetohelicase”(IBF/LKB Produkter AB ) (Gebara, 1989). 
As relações entre as semelhanças existentes na composição do envoltótrio natural, tanto 
de células mais simples ( leveduras, fungos, algas), quanto vegetais superiores e a polivalência 
enzimática antes referidaji todas envolvendo uma arquitetura basicamente de natureza 
polissacarídica, explicam a possibilidade da aplicão de preparações enzimáticas também na 
obtenção de “células nuas” de vegetais superiores, ou seja protoplastos (Fowke & Constabel, 
1985) 
Através dos dados obtidos por Gebara (1989), pode-se observar convincentemente a 
conveniência da exploração de M.p como altemativa para a provisão de enzimas hidrolíticas de 
interesse científico e tecnológico. Nas tabelas 1 e 2 aparecem dados característicos do suco 
gástrico de M.p e seu conteúdo proteico, respectivamente. Na (tab.3), pode-se observar o elevado 
teor proteico caracterstico do suco gástrico ( 140 mg/ml = 14% g ) que aliado ao volume que se 
pode obter de cada animal (Tab.2), tomam-se potencialidades atrativas e economicamente 
rentáveis a exploração do suco gástrico deste molusco.
cativeiro, relata que estes animais quando adultos são caracteristicamente resistentes e adaptáveis 
De acordo com Almeida (1992) que observou o comportamento do M.p em ambiente de 
as mais variadas condições. 
Tabela 1- Características do molusco terrestre Megalobulinus paranaguensis*. 
Espécime Dimensões médias (cm) Peso médio 
(comprim. x largura) (g)
1
2 
_ Ov0** 2,6 x 2,0 2,7 - 3,5 
_ Animal 
2.1 - Recém eclodido** 3,1 x 1,9~ 2,4 - 3,1 
2.2 - Adultø 15,0 x 6,0 130,0 - 140,0 
*
* 
Exemplares capturados nos contrafortes da Serra do Mar, adjacentes aos Municípios de 
Morretes e Antonina, PR. 
* Obtidos por reprodução e eclosão em ambiente de cativeiro; terreno adjacente ao 
Departamento de Bioquimica da UFPR.~
Fome; (Gebara, 1989).
A 
Tabela 2- Características da secreção (sucouástrica de Megalobulinus paranaguensis. 
Propriedade Valor
1 . Volume médiol 3 a 6 ml 
2. pH 5,3 a 5,5 
3. Cor marrom escuro
4
5
6 
_ sólidos mais* zo z 22 g/ioo ml 
_ Densidadä 1,0836 g/ml 
. Viscosidade4 1,310 cp 
‹¡¡l›)Í`J"' 
por punçao gastnca em animais adultos em jejum por 24 horas. 
em suco clarificado a 10 Krpm por 15 minutos. 
método do picnômetro; 25 °C. 
viscosímetro de Ostwald, 37,8 °C 
Fonte: (Gebara, 1989).
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Tabela 3: Determinação do conteúdo proteíco do suco gástrico de Megalobulinus paranaguensis. 
Método Amostra mg/ml 
Biureto 
Lowry 
Hartree* 
Bradford** 
Suco nativol 
Suco fiacionado c/TCA2 
Suco fracionado c/etanol3 
Suco nativol 
Suco fracionado c/TCA2 
Suco fracionado c/etanols 
Suco nativo 
Suco nativo 
185 
133 
148 
160 
126 
120 
130 ' 
>2OO
* modificação do método de Lowry 
** baseada no “binding” entre Coomassie - Blue e proteína. 
1 secreção gástrica total clarificada a 10 Krpm por 15 minutos 
2 ~ 1 preparaçao () tratada com l vol. de ácido tricloroacético 20 g.% a fi'io, seguindo-se a 
determinação no precipitado de 3 Krpm. 
3 preparação (1) tratada com S vol. 'de etanol anidro a frio, seguindo-se a determinação no 
precipitado de 3 Krpm. 
Fonte: (Gebara, 1989). 
1.2- Cromatografia em coluna de gel. 
A cromatografia em coluna pode ser definida como um método de análise no qual o fluxo 
de um solvente, ou um gás, promove a separação de substâncias por migração diferencial, a partir 
de uma zona delgada, em um meio suporte poroso. A importância do método reside, 
primariamente, no fato deste se constituir em uma ferramenta analítica de grande potencial, 
servindo como um meio de resolução de misturas, bem como para o isolamento e descrição parcial 
de substâncias previamente separadas. 
O fenômeno básico envolvido na cromatografia vem a ser a migração diferencial dos 
compostos ao longo do meio suporte. A migração das moléculas é produzida por uma força 
direcionada não seletiva, qual seja o fluxo do líquido eluente (fase móvel). Assim, a separação dos 
componentes de uma dada mistura depende sobretudo de sua capacidade de penetração diferencial 
nos poros existentes no meio da separação, quando estes encontram-se submetidos à uma 
condição de fluxo direcionado. 
Em todas as separações cromatográficas verifica-se a ocorrência de interações entre os 
elementos constituintes do que se convencionou chamar de sistema cromatográfico, quais sejam a
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fase móvel (solvente ou eluente), a fase estacionária e os componentes da mistura amostral. O 
nível de interação desses elementos define o grau de retenção de uma dada substância no sistema e 
também a efetividade, ou seletividade, de sua separação. O conceito de seletividade- efetividade, 
não é completamente entendido, todavia espelha, com maior ou menor grau de precisão, a 
eficiência do sistema cromatográfico, independentemente do fato de se considerar a análise de uma 
dada mistura amostral no contexto quantitativo ou qualitativo. 
As técnicas cromatográficas diferem quanto à natureza da fase móvel e da fase 
estacionária e, consequentemente, no modo pelo qual as substâncias são separadas pela fase 
estacionária. Se o retardamento das substâncias ocorre devido à interacão destas com a superficie 
da fase estacionária, a técnica denomina-se cromatografia de adsorção. Por outro lado, se a 
separação dos compostos decorre da interação das substâncias com o volume da fase estacionária, 
a técnica é chamada de cromatografia de partição. 
A cromatografia em gel enquadra-se dentro do conceito de cromatografia de partição, 
sendo que o diferencial existente entre esta modalidade e as demais técnicas cromatográficas vem 
a ser de que nesta, a fase estacionária consiste de um gel embebido no liquido utilizado como fase 
móvel. 
A fase estacionária considerada nos trabalhos de cromatografia em gel consiste, via de 
regra, de um polímero anidro de glucose gerado por “strains” de Leuconostoc mesenteroides em 
solução contendo sacarose, denominado dextrano. Frações deste polímero “cross linked” quando 
tratadas com epiclorohidrina geram um composto que apresenta natureza de gel, sendo 
comercialmente denominado Sephadex® (Phannacia Fine Chemicals AB, Uppsala,Sweden). Em 
fimção do alto conteúdo de grupamentos hidroxila nas cadeias polissacarídicas, Sephadex® é 
fortemente hidrofilico, entumescendo-se na presença de água, ou soluções de eletrólitos. O nível 
de entumescimento é função da concentração de dextrano na solução e pelo grau de ligações 
cruzadas presentes no polímero, sendo um dos mais importantes parâmetros de caracterização 
destes géis. Para tal, expressa-se .esta capacidade de entumescimento através do seu potencial de 
retenção de água- “water regain” Wr -, considerando-se a relação ml H2O / g Sephadex® seco. 
Com base neste parâmetro, diferentes tipos de géis de Sephadex ocorrem (Tab.4), cada um 
apresentando um valor de Wr característico, o qual é indicado, de forma aproximada, pelo número 
acompanhante do tipo de Sephadex®. Assim, um Sephadex® G-25, e.g., apresenta um valor de
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Wr= 2,5 ml H2O / g gel seco e, se multiplicarmos esse valor por 2 unidades, teremos o valor 
aproximado do volume de gel obtido a partir de 1 g de Sephadex® seco. 
TABELA 4- Propriedades fisicas de tipos de Sephadex. 
Tipo de Sephadex Diâmetro de Volume de Leite ml/g Limite de 
Partículas 
IJ 
Sephadex Seco Exclusão de 
Peptideos e 
proteínas 
Globulares 
Sephadex G- 1 O 40 -120 l\) I DO - 700 
Sephadex G-1 5 40 -120 IQ 
\l 
KI! 
“DJ 
KI! - 1500 
Sephadex G-25 Grosso 100 - 300 -Jä O\ 1000 - 5000 
Sephadex G-25 Médio 50 -150 -b O\ 1000 - 5000 
Sephadex G-25 Fino 20 -80 -ã- ON 1000 - 5000 
Sephadex G-25 Super-fino 10-40 J>~ --6 1000 - 5000 
Sephadex G-50 Grosso 100 - 300 \O -11 1500 - 30000 
Sephadex G-50 Médio 50 -150 \O -11 1500 - 30000 
Sephadex G-S0 Fino 20 -80 \O -11 1500 - 30000 
Sephadex G-50 Superfino 10 -40 9-11 1500 - 30000 
Sephadex G-75 40 -120 12-15 3000 - 70000 
Sephadex G-75 Superfino 10-40 12-15 3000 - 70000 
Sephadex G-100 40 - 120 15-20 4000 - 150000 
Sephadex G-100 Superfino 10-40 15-20 4000 - 150000 
Sephadex G-1 50 40 -120 20-30 5000 - 400000 
Sephadex G-150 Superfino 10-40 18-22 5000 - 400000 
Sephadex G-200 40 - 120 30-40 5000 - 800000 
Sephadex G-200 Superfino 10-40 20- 25 5000 - 800000 
Fonte: (“Sephadex-gel filtration in theory and practice”, Pharmacia Fine Chemicals AB 
Uppsala, Sweden) 
Adicionalmente, um mesmo tipo de Sephadex® pode apresentar granulometria variada, 
onde cada classe aplica-se melhor a um determinado uso, fato que deve ser considerado no 
momento de se definir o tipo de coluna a ser montado (Tab.5 ).
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TABELA 5- Usos recomendados de diferentes granulometria de Sephadex. 
Granulometria Gel Aplicações , 
Superfino Cromatografias e coluna de gel de alta resolução e camada delgada 
F mo Cromatografia analítica e preparativa em gel com boa taxa de fluxo e 
resolução 
Médio e Grosso Cromatografia industrial e preparativa em gel com alta taxa de fluxo 
Fonte: (Curling, 1970). 
O gel é preparado para a cromatografia por meio do inchamento de suas partículas 
constituintes na presença de excesso de eluente (água), ao longo de um dado periodo de tempo 
característico para cada tipo de gel (Tab.6). Subseqüentemente, um determinado volume de gel é 
empacotado em uma coluna de vidro (bureta, por exemplo) e estabilizado sob condição de fluxo 
constante de eluente, normalmente igual a 3x o volume de gel considerado. 
Quando uma amostra qualquer contendo compostos de pesos moleculares discrepantes é 
aplicada à coluna, as moléculas de maior tamanho em relação aos poros do gel serão excluídas 
deste, ocorrendo somente no ambiente líquido que envolve tais particulas. No. entanto, as 
moléculas de menor tamanho em relação aos poros do gel serão capazes de penetrá-los 
ocorrendo, portanto, no ambiente líquido circundante das partículas e no interior de seus poros 
(Figura 1 ). Esse fato gera o estabelecimento de uma condição de equilibrio dinâmico entre as 
moléculas presentes na fase móvel e aquelas que encontram-se retidas nos poros do gel. Quando 
uma molécula deixa o ambiente do poro, é arrastada pelo fluxo da fase móvel em direção a base 
da coluna, até penetrar no poro de uma outra partícula, de modo que as moléculas de pequeno 
tamanho são estericamente retardadas em sua movimentação pela fase estacionária. Esse processo 
gera uma separação de compostos com base em um parâmetro de natureza fisica, qual seja o 
tamanho molecular, sendo que os compostos de maior tamanho serão primeiramente eluídos em 
relação aqueles de menor tamanho. Moléculas de tamanho intermediário serão retardadas em 
maior ou menor grau, de acordo com a extensão de disponibilidade de gel para estas. A velocidade 
de fluxo para o material amostral é função da pressão operacional empregada ao longo da sua 
eluição na coluna de gel. A pressão operacional é um parâmetro variável de acordo com o tipo de 
gel em uso (Tab.7), sendo que a não observância desse aspecto pode levar ao entupimento da 
coluna ao longo da eluição das amostras (“overpressure") ou, de modo contrário, a uma
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velocidade de eluição reduzida, determinando um maior período de tempo para a separação dos 
compostos e/ou uma baixa resolução destes. 
TABELA 6- Tempo de inchamento para ti os de Sephadex. 
Tempo mínimo de inchamento 
Tipo de Sephadex a temperatura ambiente água a 100°C 
G-10, G-15, G-25, G-50 3 h 1 h 
G75 24h 3h 
G-100, G-150, G-200 3 dias 5 h 
LH-20 3 h - 
Fonte: (Curling, 1970). 
Figura 1. Três estágios de uma separação simples em um leito de Sephadex. Os círculos abertos 
representam as gotas de Sephadex, os pontos maiores representam as moléculas maiores e os 
pontos menores as moléculas menores. 
Fonte: (“Sephadex”- Gel Filtration in Theory and Practice”Pharmacia Fina Chemicals 
AB, Uppsala, Sweden). 
De fonna ideal, até porque envolve apenas aspectos estéricos, espera-se este tipo de 
comportamento para a interação entre os vários constituintes do sistema cromatográfico. Todavia, 
é importante considerar a possibilidade de ocorrência de outras fonnas de interação dentro do 
sistema, do tipo troca iônica, exclusão iônica e adsorção aromática, as quais modificarão, em 
maior ou menor intensidade, o padrão de eluição do sistema. Essas formas de interação poderão
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ser empregadas com vantagem para a separação de espécies moleculares de tamanhos 
semelhantes, porém com natureza química distinta. 
TABELA 7- Ótimo de pressão o eracional recomendado para tipos de Sephadex. 
Tipo de Sephadex Ótimo de Pressão operacional recomendado, % de altura de leito 
G- 1 O até G-75 100 
G-100 30 
G-150 15 
G-200 10 
V 
Fonte: (Curling, 1970). 
O sistema cromatográfico em gel apresenta parâmetros que o caracterizam sob o aspecto 
quantitativo, quais sejam: o volume da fase estacionária (Vs), o volume da fase móvel, também 
denominado volume morto, (Vo), o volume eluído (Ve) e o volume total (Vt). A relação 
matemática existente entre alguns destes parâmetros define o surgimento de um novo parâmetro 
que também caracteriza, de modo específico, o comportamento de um dado sistema 
cromatográfico em gel, sendo esse denominado coeficiente de partição (Kav). Matamaticamente, o 
coeficiente de partição de uma coluna de gel pode ser expresso como segue: 
Ve -Vo K” -vim 
O intervalo de amplitude assumido para os valores do coeficiente de partição fica 
definido por: 0 < Kav < 1, de forma ideal. Se um dado composto é totalmente excluído de uma 
coluna de gel, então, Ve = Vo e Kav = 0, todavia , se Ve = Vt, o coeficiente de partição assumirá 
um valor igual a 1. Valores de coeficiente de partição superiores a 1 podem ser encontrados em 
cromatografia em gel e são indicadores da existência de interação(ões) entre a fase estacionária e 
os compostos amostrais em eluição, conforme já comentado anteriormente. 
Adicionalmente, dois outros parâmetros podem ser considerados para uma melhor 
caracterização de um sdistema cromatográfico em coluna de gel, a amplitude de fracionamento e o 
limite de exclusão (Tab.4). O primeiro diz respeito à variação de tamanho, ou peso do material 
amostral que pode ser eficientemente separado em um gel, enquanto o limite de exclusão refere-se 
ao maior valor de tamanho ( ou peso ) dessa amplitude. É importante considerar ainda que ambos
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os parâmetros são absolutamente influenciados pela densidade do gel, e que todos os compostos 
que possuam valores de tamanho/peso superiores ao limite de exclusão expressarão Kav = 0, 
enquanto aqueles que ocorrem abaixo do valor minimo de amplitude de fracionamento 
apresentarão Kav = l ( Curling, 1970 ). 
1.3-Enzimas. 
As enzimas constituem a maior e mais altamente especializada classe de proteínas, que 
catalisam reações químicas que perfazem no conjunto o metabolismo intennediário das células 
(Lehninger, 1980). 
A composição estrutural de parede celular indica que a mistura de enzimas na digestão 
seria capaz de degradar celulose, hemicelulose e pectinas, devido a variações na natureza de 
paredes, esta mistura de enzimas se mostra necessária, bem como concentrações e tempo de 
exposição para cada tecido em particular, pois cada enzima e seus eventuais contaminantes podem 
influenciar na liberação de protoplastos e no nível de dano a membrana celular ( Bengochea & 
Dodds, 1986). 
1.3.1-Celulases 
A natureza cristalina e altamente insolúvel da celulose faz com que haja uma resistência a 
hidrólise enzimática. Segundo Reese et al. (1950), a celulose é degradada por um complexo 
multienzimático que envolve componentes que permitem a degradação de formas altamente 
ordenada de celulose que envolve enzimas como: 1,4-B-exocelobiohidrolase chamada de enzima 
C1 ; 1,4-B-D-glucanase: enzima Cx e uma B-glucosidase. 
Conforme este esquema a hidrólise enzimática de celulose procede como a seguir: 
Celulose Cristalina -5-> Celulose 
&C,'S 
Glucose‹- í_¶'3"f-"-de- Celobiose 
onde: C1- enzima cuja ação se dá em substratos altamente cristalinos.
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Cx- é um grupo de B-1,4-endoglucanases que atuam na cadeia de celulose, preferencialmente 
nas ligações intemas antes das ligações terminais que são favorecidas pelas exoglucanases. 
B-glucosidases- atuam especificamente em oligômeros de celobiose para celohexose 
(Goldstein, 1981). 
A aplicação fiitura da hidrólise enzimática de celulose para glicose em escala comercial 
dependerá da grande disponibilidade de celulase de alta atividade e de baixo custo. 
Embora celulases sejam produzidas por insetos, moluscos, protozoários, bactérias e 
milhares de fungos, só os organismos da última categoria é que parecem gerar convenientemente 
produção de celulases em grande escala. Insetos e moluscos crescem devagar e o isolamento de 
suas celulases é uma prática dificil. Protozoários e bactérias são de crescimento lento e as 
celulases, serão extraídas associadas com as células. De qualquer forma, os fungos celuloliticos 
crescem rapidamente em meio simples e secretam suas celulases para o meio, de maneira que as 
enzimas podem ser separadas facihnente por filtração (Goldstein, 1981). 
Células fúngicas são comercialmente disponíveis com variados nomes, tais como: 
“celulase Onozuka”, “Meicelase P”, “Driselase”, “Rhozyme” mostrando tanto atividade celulásica 
como hemicelulásica. Pectinases também produzidas por fimgos, algumas espécies do gênero 
Rhizopus são conhecidas comercialmente como “Macerozyme” e “Pectinol R 10”. O suco gástrico 
obtido do caramujo Helix pomatia utilizado na digestão de parede celular é disponivel 
comercialmente sob a forma líquida (“glucanase”) ou pó (“Helicase”) (Thomas & Dave, 1975). 
1.3.2-Hemicelulases 
Sendo as hemiceluloses materiais de importância como componente de estrutura de 
parede de células vegetais, bem como o processo degradativo da mesma, convém que façamos 
uma evidência das enzimas capazes de hidrolisar tais compostos. 
Estas enzimas são produzidas por uma ampla variedade de microjzirganismos incluindo 
espécies usadas em produção industrial de enzimas. Na tab.8, pode-se observar as hemiceluloses 
encontradas em madeira, bem como, enzimas capazes de degradar as mesmas ( Ward & Young, 
1939)
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TABELA 8: Hemiceluloses normalmente encontradas em madeira 
provocar sua degragadação. 
e as enzimas capazes de 
Hemicelulose Fonte Enzimas degradantes 
O-acetil-4-O-metilglucuronoxilana Madeira pesada 1 ,4-B-endoxilanase 
B-Xilosidase 
Glucomanana Madeira pesada 1 ,4-B-endomananase 
B-Manosidase 
Arabino-4-O-metilglucuronoxilana Madeira Leve 1 ,4-B-endoxilanase 
B-Xilosidase 
oc-Arabinosidase 
O-acetilgalactoglucomanana Madeira Leve 1 ,4-B-endomarmanase 
B-Manosidase 
ot-Galactosidase 
Galactana Madeira comprensada 1,4-B-endogalactanase 
B-Galactosidase 
Fonte: (Ward & Young, 1989) 
1.3.3-Pectinases 
As substâncias pécticas são um grupo de polissacarídeos de parede primária de célula e 
regiões intercelulares de plantas superiores. 
A característica dominante de pectinas, é a cadeia linear de unidades de ácido D- 
galacturônico que em proporções variadas de grupos ácidos estão presentes. 
Raramente as pectinas são polímeros simples de ácido poligalacturônico, mas 
normalmente contém açucares neutros, como: D-galactose, L-arabinose, L-ramnose, D-xilose, L- 
fucose e D-apiose. 
Uma série de enzimas pectinolíticas ocorrem na natureza. A distribuição de enzimas 
pectinolíticas no meio de microçirganismos usados na produção de enzimas industrial são 
apresentados na tab. 9 (Ward & Young, 1989).
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Tabela 9- Produção de Pectinases pela indústria microbiológica a partir de espécies produtoras de 
enzimas. 
. niger Bacillus sgp. Penicillium sgp. Rhizopus sy; 
+ + 
Poligalacturonase + + + 
Poligalacturonase liase 
Polimetilgalacturonase + + 
Polimetilgalacturonase liase + + 
Pectina esterase
+ 
Oligogalacturonase + + 
Fonte: (Ward & Young, 1989). 
1.4- Protoplastos 
Um fato de importância na intensificação de pesquisa da formação da parede celular é o 
estudo de protoplastos. O termo protoplasto foi inicialmente utilizado por Heinstein em 1880, 
para designar a matéria viva envolta por parede celular das plantas (Constabel, 1975). 
Protoplastos isolados de plantas são “células nuas” que tiverem sua parede celular removida por 
ação mecânica ou digestão enzimática, (Bengochea & Dods, 1986). 
Com o apropriado tratamento enzimático é possível isolar protoplastos virtualmente de 
alguma espécie de planta ou algum tipo de tecido de planta. De qualquer modo, a habilidade de 
isolar protoplastos capazes de sustentar a divisão celular com subseqüente regeneração de calos 
ou plantas, depende basicamente de estudos de diferentes espécies. 
Primeiramente, protoplastos foram isolados a partir de métodos mecânicos, porém os 
protoplastos isolados por este método não são uniformes; e o uso de enzimas degradantes de 
parede celular foi logo aceitff como melhor método para realizar o isolamento de protoplastos 
uniformes de plantas. Preparações com enzima bruta que contém muitos compostos contaminates 
indefinidos, que sem dúvida tem um efeito deletéril na viabilidade das células,e a acumulação de 
produtos metabólicos em meio de cultura de protoplastos que afetam de certa forma a viabilidade 
da célula . Estes efeitos deletéreis na cultura de protoplastos podem ser refletidos na ressintese 
anormal, acumulação de compostos fenólicos e eventual morte da célula. 
Por isso, deve-se levar em conta fatores essenciais para o sucesso de regeneração de 
protoplastos, onde se inclui: 
0 tipo e concentração de enzimas usadas no isolamento
0 condições ambientais durante o isolamento - 
0 componentes do meio de cultura de protoplastos (Evans & Bravo, 1983) ' 
Exemplos importantes de técnicas utilizando protoplastos, são vistos nos estudos de 
patologia vegetal (Agn`os, 1986). 
1) Inoculação de um ou mais vírus ao protoplasto para estudo dos vários estágios e 
compostos que surgem na replicação viral, além de mudança na fisiologia celular frente à 
infecção viral; 
2) Inoculação de vetores geneticamente engenheirados nos protoplastos, como 
Agrobacterium e virus do mosaico, através de lipossomos, obtendo-se a inserção de 
genes de resistência em plantas agronomicamente importantes; 
3) Seleção de protoplastos oriundos de plantas resistentes à infecções; toxinas 
patogênicas e outras substâncias, com posterior acompanhamento por cultura de tecido 
vegetal; ~ 
4) Avaliação de compostos antivirais, através do tratamento dos protoplastos-vírus 
infectados, podendo-se suspender a utilização de antivirais inativos ou altamente tóxicos; 
5) Fusão de protoplastos para transmissão de genes de resistência entre hospedeiros 
sexualmente incompatíveis, ou seja, através de híbridos somáticos. 
1.5- Parede celular 
As paredes das células de plantas são fundamentalmente envolvidas em muitos aspectos 
da biologia destas, incluindo a morfologia, crescimento e desenvolvimento e as interações entre 
hospedeiro e seus patógenos (Junqueira, 1983). 
Paredes de célula vegetal são estruturas semirrígidas, circulantes da membrana 
citoplasmática da célula. Em um tecido de planta, a parede celular de cada célula une-se com as 
paredes das células adjacentes, dando ao tecido coerência e resistência fisica (Esaú, 1960). 
Esse envoltório celular causa uma barreira que protege as células de invasão de vírus, 
bactérias e fungos patogênicos (Albersheim, 1965). 
Sua espessura varia de 0,1 u a vários micrômetros de espessura, sendo formada, 
basicamente, por fibrilas rígidas de celulose embebida em uma substância hidrofilica constituída 
basicamente por hemicelulose, pectina ácida e neutra e glicoproteinas em proporções variáveis, de
acordo com a fase de desenvolvimento da planta e o tecido vegetal analisado. As células recém 
formadas formam uma parede celular chamada primária que poderá espessar-se e permanecer 
como tal na célula adulta ou então, em certos casos, deposita-se outra camada mais rígida de 
composição diferente, denominada parede secundária. Os compostos altamente hidrofilicos 
(pectina, glicoproteína e hemicelulose) servem de ponte de associação entre as fibrilas de celulose, 
formando uma rede tridimensional hidrofilica, responsável pela permeabilidade da parede celular 
que permite, em maior ou menor intensidade, a troca de nutrientes e catabólitos entre as células e 
omeio ambiente, bem como a ação de sinais químicos (fitormônios, e. g.), um modelo simplificado 
de componentes de parede celular é mostrado na figura 2 (Junqueira, 1983). 
Os componentes de parede celular descritos acima são intimamente associados em seu 
ambiente natural e, como uma conseqüência, suas propriedades e respostas ao processo .são 
influenciadas pela proximidade aos outros componentes, assim como possível combinação química 
entre eles, (Goldstein, 1981). 
Carboidratos são os materiais mais abundantes produzidos por plantas e os processos na 
eficiência de sua conversão e utilização são de grande importância na área biotecnológica. 
Processos para conversão enzimática podem ser sistematicamente otimizado utilizando-se 
de enzimas apropriadas, de acordo com sua atividade degradativa. 
Esta proposição tem sido adotada para complexos polissacaridicos tal como o amido e 
celulose, onde a variedade de ligações que precisam ser hidrolizadas é menor, o que não acontece 
com as pectinas e herniceluloses onde a estrutura de carboidratos e composição de açúcares são 
mais variadas, requerendo uma mistura de enzimas degradativas para substancialmente acabar com 
a estmtura polissacarídica. 
Dentre os polissacarideos que fazem parte da estrutura da parede celular podemos citar: 
xiloglucanas, xilanas, mananas, galactoglucanas, fructanas, celulose, hemicelulose e substâncias 
pécticas, estas três últimas de importância em relação a proporção na constituição da parede 
celular (Ward & Young, 1989).
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Figura 2 - Estrutura simplificada de parede celular vegetal (Kratzl & Billek, 1959)
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2-OBJ ETIVOS 
- Detemiinação de protocolo básico de extração e purificação do complexo celulolítico 
de suco gástrico de Megalobulímus paranaguensis. 
- Avaliar a concentração de proteínas no suco gástrico como fator amostral da 
quantidade de hidrolases do material. 
- Obtenção de protoplastos de vegetais de importância para estudos a nível bioquímico, 
utilizando-se de enzimas presentes naturalmente no suco gástrico de Megalobulimus 
paranaguensis. ' 
- Protoplastificação de células de vegetais superiores, com o intuito de se prover material 
biológico de alta confiabilidade para estudos posteriores de identificação de determinantes 
antigênicos em ambiente de superficie celular.
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3-|v|ATER|A|s E MÉToDos 
3.1 - Vegetais 
. Acroceras macrum - plântulas “in vitro” com 40 dias de cultivo 
Meio de cultura para a multiplicação: 
Meio MS(Murashige-Skoog) + 5,0 ppm BAP + 1,0 ppm ANA + 0,5 ppm GA3 + 
sacarose 3% + ágar 0,7%. 
Fonte: LCTV-EPAGRI-CTA-Itajaí - S.C 
.Araucária angustifolia- folhas de plantas jovens ( 5 anos ), mantidas nos canteiros do 
LQBB, sendo escolhidas para o experimento as folhas das extremidades apicais dos ramos mais 
jovens. 
.Lactuca sativa - folhas mais novas de plantas que se encontravam em estágio de 
colheita. 
Mandevilla velutina - calos com l mês de cultivo em meio Mc24. 
Meio Mc24 : Meio MS (Murashige & Skoog) + 2,0 ppm 2,4-D + 2,0 ppm BAP + 3,0 
ppm KIN + sacarose 3% + ágar 0,8%. 
Fonte: LCTV-CCA-UFSC. 
Musae sp- plântulas “in vitro” com 50 dias de cultivo..
24
Meio de cultura para a multiplicação: Meio MS (Murashige & Skoog) + 0,1 ppm Tiamina 
+ 0,5 ppm piridoxina + 0,5 ppm ácido nicotínico + 2,0 ppm glicina + 100 ppm mio-inositol + 2,5 
ppm BAP + sacarose 3% + ágar 0,7%. 
Fonte: LCTV- EPAGRI - CTA-Itajaí-S.C 
As folhas foram maceradas e centrifugadas (Centrífuga Excelsa Baby II - Modelo 206-R- 
FANEM®), durante 10 minutos a 3 Krpm. 
_ As folhas dos materiais acima citados foram submetidos a retirada da cutícula subaxial 
com auxílio de lâmina de barbear ou bisturi. Todos os materiais antes de serem colocados em 
solução digestora passaram por um processo que consistiu de uma incubação em agitador ( 
“Shakei”- Coler Parmer Instyrument Company), em banho-maria 25°C- 50 rpm, em solução de 
manitol 0,5M, com o objetivo de equilibrar a molaridade intema e extema do material. 
3.2-Coleta do molusco 
Exemplares adultos (Fig.3) foram capturados nas cercanias do municipio paranaense de 
Antonina, transportados até o local de trabalho (UFPR), sendo distribuidos em um viveiro de 
alvenaria, recoberto com telagem metálica para circulação de ar e isolação. 
3.3-Manejo em cativeiro 
A cada três dias, proveu-se alimentação farta de verduras (alface, couve e repolho), 
suplementado com folhagens locais (chuchu e hortelã) e observava-se concomitantemente o 
desenvolvimento dos animais (F ig.4). 
3.4-Extração 
Separou-se 12 animais, escolhidos entre os mais desenvolvidos ( dimensões da concha), 
submetidos a lavagem ( remoção de terra, dado o hábito-de se enterrarem para fins de abrigo do 
excesso de sol), e a uma dieta reforçada por dois dias, seguida de jejum absoluto nas 24 horas 
antes de ocorrer a extração.Efetuou-se a ruptura mecânica da concha para a exposição das partes 
moles totais.Com auxílio de instrumentos cirúrgicos (pinças, bisturi e tesoura), procedeu-se a
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exposição da peça estomacal (Fig.5) e com auxílio de agulha hipodérmica fez-se a punção 
estomacal e coleta do suco gástfico (Fig.6), colocado em recipiente em banho de gelo. 
Figura 3. Exemplar adulto de Megalobubimus paranaguensis
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Figura 4. Manutenção em cativeiro de Megalobulimus paranaguensis
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Figura 5. Exposição da peça estomacal de Megalobulimus paranaguensis
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Figura 6. Coleta do suco gástrico de Megalobulimus paranaguensis
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3.5-CIarificação(Pré-purificação) 
Após a coleta, o suco gástrico bruto foi centrifiigado a 10 Krpm, durante 20 minutos, 
sendo realizado duas vezes este processo em centrífuga refrigerada Hitachi- Himac CR20B2 
(rotor 17,5 Krpm), retirando-se o sobrenadante e descartando-se o precipitado ( flora microbiana 
mais densa, restos alimentares). O material clarificado através deste processo foi mantido em 
fi'eezer a -18°C, em frascos de l0ml ,com glicerol. 
3.6-Purificação (Cromatografia em coluna de gel G - 100) 
Objetivosz- Separação de espécies químicas de acordo com suas dimensões moleculares; 
- Determinação dos parâmetros de uma coluna de gel, quais sejam Vo, Vs e Vt 
- Dessalificação de uma solução de um polímero. - 
Materiais: 
O Coluna de vidro (2,5 x 60 cm), 
O Sephadex (Pharmacia Fine Chemicals AB, Sweden), 
O Bomba de vácuo, 
O Espectofotômetro UV/Visivel, 
O Balança de Precisão (Sartorius), 
O Erlemeyers (100 e 250 ml), 
O Tubos de ensaio, 
O Frascos de Penicilina (15 ml), 
O Pipetas graduadas e Pipetas Pasteur, 
O Pipeta Micrométrica (1000 ul), 
O Balão Volumétrico (50 ml), 
O Azida sódica 0,02%, 
O NaCl 0,9% e 3 M, 
O Água destilada, 
O Amostras: 2 ml de Blue Dextran 2000 (2 mg/ml) e S 10 (2 ml).
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A montagem foi feita calculando-se inicialmente, o volume de gel teórico e prático 
necessário para a coluna em função da área da base da coluna e altura do gel requerida. Para tal, 
deve-se considerar o valor Wr (water regain) característico de cada gel e o tempo de inchamento 
necessário para que este alcance o máximo volume. Para a situação em questão, o utilizado já se 
encontrava totalmente hidratado, de modo que esta etapa não foi efetuada ao longo dos trabalhos. 
O empacotamento da coluna foi realizado conforme as instruções contidas no manual 
“Gel Filtration: theory and practique” (Pharmacia Fine Chemicals AB, Sweden, abril, 1979). A 
extremidade inferior da coluna de vidro foi bloqueada com uma rolha de borracha contendo uma 
agulha que perfiirava totalmente, a qual acoplou-se um tubo plástico para coleta do material. 
Sobre essa rolha foi colocada uma pequena camada de lã de vidro com a finalidade de atuar como 
filtro, impedindo que particulas de gel sejam eluidas com o solvente e os solutos de interesse. 
Cuidados foram tomados nessa fase para se evitar a formação de espaço morto nessa região da 
coluna, o qual poderia atuar como uma câmara de mistura para as substâncias já separadas pelo 
gel. Na extremidade superior da coluna, mostrou-se um sistema de rolha perfurada com agulha e 
tubo plástico acoplado de modo semelhante àquele existente em sua extremidade inferior. Ao 
término da montagem, a coluna recebeu o volume de gel respectivo, através de uma aplicação 
homogênea deste, evitando-se a formação de bolhas, estratificação, ou de canais de gel. Foi 
utilizada uma pressão operacional de 30 % para a coluna de Sephadex G-100. A coluna assim 
montada foi eluida com volume de água destilada igual a três vezes o volume de gel para que se 
alacançasse um perfeito empacotamento dos leitos, utilizando-se para tal um sistema continuo de 
fluxo de eluente em cada coluna. Em seguida regulou-se o fluxo da coluna para uma vazão de 
aproximadamente l ml/min, utilizando-se a solução eluente neste momento (NaCl 0,9%). 
Após a estabilização do gel e a regulagem do fluxo com o eluente, interrompeu-se o fluxo 
da coluna e removeu-se o excesso de líquido acima da superficie do gel por meio da sucção por 
pipeta Pasteur acoplada a uma pera de aspiração, deixando-se apenas um pequeno filme de eluente 
sobre 0 leito de gel. Em seguida, fez-se a detemiinação do volume morto da coluna, através da 
aplicação de uma amostra de Blue Dextran 2000 (2 ml), composto esse que, por apresentar um 
tamanho (2.000.000 PM) bastante maior que os poros existentes nos grânulos de gel, não 
consegue ser retido naqueles espaços, permanecendo apenas na fase móvel e sendo, portanto, 
eluido totalmente. Essa determinação foi realizada mantendo-se inicialmente o fluxo da coluna
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fechado e aplicando-se 2 ml da amostra de Blue Dextran 2.000 ao gel. O fluxo foi então aberto 
para pemiitir que a amostra penetrasse no gel tão somente, e imediatamente fechado, quando foi 
completado o volume da coluna com a solução eluente, conectando-se esta ao frasco do 
reservatório. O volume do eluato foi coletado para a coluna em proveta graduada até o momento 
inicial de exclusão do elemento indicador (observação visual), sendo que esse volume representa o 
volume morto (Vo) para a coluna em estudo. Um aspecto adicional da utilização de Blue Dextran 
2000 é que este permite a observação de irregularidades no empacotamento do gel, fator que pode 
dificultar el ou impedir uma correta resolução de uma amostra qualquer. 
Com o sistema cromatográfico montado e estabilizado, procedeu-se à aplicação da 
amostra S10 (2 ml) no gel. Utilizando-se uma micropipeta (1000 ul) e tomando-se o cuidado de 
permitir o escoamento lento do material amostral pela parede da coluna, mais próximo possível da 
superficie do gel, para evitar a danificação desta (Fig.7). De modo semelhante de Vo, a aplicação 
da amostra se deu com o fluxo de eluente bloqueando, inicialmente, sendo esta condição alterada 
somente para pennitir a penetração do material amostral do gel. O volume foi então completado 
com o eluente e esta conectada ao fi'asco reservatório, formando um sistema contínuo e estável. 
3.7-Espectrofotometria do suco gástrico 
Com o intuito de se observar a ocorrência do complexo enzimático de interesse na fração 
protéica cromatografada foram retiradas 36 alíquotas (1,0 rnl) através de um coletor de frações 
(FRACSIL-100-Incibrás), efetuando-se em seguida a espectrofotometiia do material através da 
análise dos dados de absorbância (280 nm) em espectrofotômetro (SPECTOPHOTOMETER - 
U.V/ visible- Pharmacia-LKB-UltrospecIII)-(Anexo 1). 
Realizou-se também a observação de algumas aliquotas(n°0l,05,08e17) em 
espectrofotometria de varredura (200-600 nm ), (SPECTROPHOTOMETER DU® 7400 
BECKMAN), a fim de identificar a existência de entidades bioquímicas outras, além do 
componente proteico no material amostral.(Anexo 2, 3, 4 e 5).
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Figura 7. Purificação do suco gástrico de Megalobulimus paranaguensis 
(Cromatografia em coluna de gel G- 100)
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3.8-Preparo da solução digestora 
Diferentes soluções digestoras de enzimas foram utilizadas para cada espécie, sendo 
utilizados, manitol, S10, D.T.E e celulase fiingica (Celluclast-Novo Nordisk®) em frascos de 
vidro com capacidade para 15 ml; recobertos com papel aluminio para evitar-se penetração de luz. 
Neste trabalho, adicionou-se celulase de origem filingica (Celluclast- Novo Nordisk®) 
com o objetivo de auxiliar o processo no sentido de acelerar a degradação, já que em experimento 
controle, contendo apenas celulase como enzima digestora não obteve-se protoplastificação. 
3.9- Incubação 
Nas frações contendo solução digesatora foram adicionados os fragmentos de folhas de 
acordo com o volume da solução (Tab. 10), onde estão presentes as condições de temperatura de 
incubação em banho-maria ( “Shaker”- Cole-Parmer Instrument Company ), além do período de -¬ gg
. b _, . 1ncu_¿1_ç&£u§_ \Lar¿0u de espécie pag especie. Periodicamente (30 rninutos) se fez o 
monitoramento do material em estudo retirando-se alíquotas para observação, em microscópio da 
fomiação de protoplastos. 
3.10- Verificação protoplastificação (microscopia) 
Exames sucessivos foram realizados para observar a formação de protoplastos, 
utilizando-se lâminas e lamínulas em microscópio Leitz DFU- SMLUX em aumentos de 4,10 e 40 
vezes. As lentes da objetiva eram Leitz Wetzear Germany e a ocular com aumento de 10 vezes, da 
Periplan. 
3.1 1 -Registro protoplastificação (Fotomicrografia) 
Para registro dos experimentos, foram feitas fotomicrografias, utilizando-se filme Kodak- 
ASA- 100-Gold, retratadas em microscópio invertido Labophot Nikon, com máquina fotográfica 
acoplada Nikon FX-35, apresentando monitor AFX II e transformador para U.V. As lentes 
oculares de l0x FW Nikon do microscópio serviram para a escolha do campo e para fotografia a
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lente da máquina foi de aumento de 15 vezes. As objetivas Nikon de 4, 10 e 40 vezes faziam parte 
do microscópio Nikon. 
3.12- Verificação de digestão de parede celular 
O QUI/Jltilizou-se 
solução de Calcofluor - White (0,0l%) da Ciba-Geigy e Coomassie Blue G- 
250 ( Sigma Co.) na verificação da presença ou ausência, de parede celular e da presença de 
estrutura de membrana respectivamente. Utilizando lâmpada de U.V. a fluorescência é nítida em 
parede celular nas células banhadas em solução Calcofluor - White. As estruturas de membranas 
coradas com Coomassie Blue G-250 foram visualizadas em luz visível. O Calcofluor se liga aos 
polissacarídeos como celulose de parede primária, dando indicação fluorescente de sua presença ( 
visivel em microscopia com dispositivo para U.V- 256 nm).
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4- RESULTADOS E DISCUSSÕES 
4.1-Características do animal 
O molusco mediante observações mostrou-se ser rústico durante o período que foi 
instrumento de análises, pois sendo nativo do litoral, suportou muito bem a diferença de clima, 
principalmente as geadas que ocorreram no decorrer do experimento. 
4.2-Purificação do material 
Realizada através de cromatografia em coluna de gel; tendo a coluna utilizada (1,6 x 
24,9) apresentou um volume teórico (Vt) de 50,1 cms e um volume prático (Vp) igual a 50 cms. O 
volume morto (Vo) obtido com a eluição de Blue Dextran 2000 foi de 17,0 ml. 
Os calculos efetuados revelam os valores que seguem para os parâmetros Ve, Vt, Vav e 
Fd, segundo o composto cromatografado. 
Blue Desxtran 2000 
Ve -Vo V = = =í- = e 2 + 17 19 ml Kav 
Vi __VO 
Kav 0,06 
Vet= 6+ l7=23ml 
Vo= 17 ml 
Vt = 50 ml Fd = Vet Nol. amostra Fd = 23m|/ 2m! 
Fd = 11,5 
S10 
V -V Ve=2+17=19m1 Kav zí-O Kzw=o,oó 
Vt -Vo 
Vet = 17 + l§,= 35ml 
Vo = l7ml 
Vt = 50ml Fd = Vet/ Vol. amostra Fd = 35ml/2ml 
Fd = 17,5
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O comportamento de eluição dos compostos, em termos de tempo de retenção no gel e 
sequência de eluição foi o esperado considerando-se os seus referenciais de peso molecular, 
demonstrando ser um protocolo eficiente na medida em que se quer realizar principalmente a 
separação de espécies químicas de acordo com suas dimensões moleculares. 
4.3- Espectrofotometria do material 
. Os valores e a curva de absorbância (280nm) em espectrofotometro, encontrados para a 
amostra de Sw cromatografadas se encontram no anexo n°1 onde pode-se observar que até a 
alíquota n°l7 há um pico de absorbância de concentração de substâncias de entidade bioquímica 
de importância no sistema de protoplastificação. 
Resultados da espectrofotometria de varredura, em anexo (n°2,3,4 e5), nos demonstra a 
ocorrência de entidades bioquímicas (ácidos nucleicos, vitaminas entre outros), além do 
componente proteico no material amostral.No anexo n°3, ocorre um pico na faixa de (420mn), 
que chama a atenção, podendo indicar nesta faixa a presença de pigmento na amostra colocada na 
cubeta para a determinação espectrofotométrica. 
4.4 - Solução digestora 
Na (tab.l0), encontram-se os dados de material, tempo e temperatura de incubação 
(banho-maria) e agitação que foram submetidas as amostras de vegetais com o propósito de 
formação de protoplastos.
37
Tabela 10- Condições para obtenção de protoplastos utilizando suco gástrico de M.p. 
Planta Meio de Digestão Agitação Período 
Acroceras 
macrum 
Manitol 
DTE / 
Celuclast® 
S 10 
Volume final 
0,5 M 
16 ul 
0,8% 
5% 
2 ml 
30°C - 70 rpm 3 horas 
Musae 
sp.Banana 
Manitol 
DTE 
Celuclast® 
Sm 
Volume final 
0,5M 
8pl 
0,6% 
6% 
2ml 
30 °C 
70 rpm 
8 horas 
Araucaria 
augustifolia 
Manitol 
DTE 
Celuclast® 
S10 
Volume fin 
0,SM 
8|,tl 
0,8% 
5% 
2ml 
30 °C 
70 rpm 
4 horas 
Mandevilla 
velutina 
al 
Manitol 
DTE 
Celuclast® 
S10 
Volume final 
0,5M 
8|,Ll 
20 ul 
4% 
2ml
¬ 
30 °C 
70 rpm 
2 horas
_ 
Lactuca satí Va Manitol 
DTE 
Celuclast® 
510 
Volume final 
0,5 M 
8 pl 
0,6 % 
6 % 
2,0 ml 
30 °C 
70 rpm 
2 horas 
Cada espécie vegetal estudada apresenta características intrísecas de constitulçao de 
parede celular, portanto, a obtenção de protoplastos, em diferentes espécies, necesslta da
definição, ou da adaptação de um sistema especifico de degradação de parede celular. Para que 
ocorra degradação da parede celular primária, constituída basicamente de celulose, hemicelulose e 
pectina é necessária uma mistura de enzimas capazes de agir nas ligações das moléculas, de acordo 
com a exposição destas, à ação da solução digestora enzimática. 
4.5-Concentração enzimática 
/ 3-. 
Ao comparar alguns resultados`dë‹§l'ãstificação obtidos com o suco gástrico de Mp, com 
algumas combinações de enzimas usadas em isolamento de protoplastos de plantas , como as 
observadas por: 
Espécie: Brassica oleracea 
Fonte de protoplastos: mesófilo 
Enzimas e'concentração(% P/V): Macerozyme- 0,4 
Driselase - 0,5 
Meicelase - 4,0 
Total: - 4,9 
Referência : Gatenby & Cocking,l977. 
Espécie: Lactuca sativa 
Fonte de protoplastos: raiz 
Enzimas e concentração(% P/V): Rhozyme I-IP 150 - 2,0 
Macerozyme - 0,3 
i 
Meicelase -4,0 
Total - 6,3- 
Referência: Berry et al., 1982. 
Evidencia-se a proporção enzimática superior utilizada nestas combinações em relação 
ao utilizado na (tab. 10); permitindo-nos salientar o potencial hidrolásico do S10_ 
No processo de protoplastificação utilizando suco gástrico de M.p , verificamos que 
celulase fúngica foi requerida para acelerar o processo de degradação. Partindo-se do pressuposto 
que S10 , possui todas as enzimas necessárias para a total despolimerização da parede celular
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vegetal. A celulase fúngica teria função suplementadora e aceleradora do processo de 
protoplastificação, visto que em sua ausência, o tempo requerido para se alcançar níveis de 
protoplastificação é bastante longo, fato que induz a utilização de antibióticos e fungicidas ao 
meio de cultura para evitar-se a contaminação 
4.6- Tempo de incubação x Destruição celular 
O período de incubação relativamente curto para obtenção de protoplastos se 
compararmos com os exemplos de protoplastificação a seguir; 
Fonte: Pinus contaria- suspensão de células 
Tempo de incubação: “Overnight” 
Referência: Hakman & Von Arnold,l983. 
Fonte: Pinus taeda - suspensão de células 
Tempo de incubação: 9 horas 
Referência: Teasdale & Rugini, 1983. 
Este curto período se mostra satisfatório pelo fato de não precisar utilizar antibióticos 
(efeito mutagênico) para a obtenção de protoplastos, bem como com o tempo excessivo o S10 
pode provocar a destruição da membrana plasmática devido a áção de proteases e lipases. 
4.7- Registro da protoplastificação 
Através da utilização de solução digestora e submetidos aos dados da tabela.10, obteve- 
se resultados de protoplastificação, os quais podem ser observados nas Figuras 8-9-10-1 l-12-l3- 
l4e 15.
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Figura 8 - Fuotomicrografia de Protoplastos em ruptura de Acroceras macrum 
(Aumento IOOX)
41
Figura 9- Fotomicrografia de Protoplasto em ruptura de Lactuca sativa 
(Aumento 400x)
42
Figura 10- Fotomicrografia de Protoplasto de Musae sp 
(Aumento 10()x)
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Figural 1-Fotomicrografia de Protoplasto de Araucária angustifolia 
(Aumento 400x)
44
Figura 12- Individualização de elementos anatômicos foliares de 
Araucária angustzfolia por ação de Solução digestora. 
(Aumento lO0x)
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Figura 13- Fotomicrografia deProtoplastos de Mandevilla velutina 
(Aumento l00x)
46
Figura. 14-Fotomicrografia de Protoplasto de Mandevilla velutina com 
solução Calcofluor - White- digestão de parede celular. 
(Aumento 400x)
47
Figura 15- Fotomicrografia de Protoplasto de Mandevilla velutina 
Estruturas de membranas coradas 
com Coomassie Blue G-250.
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4.8- Observação da digestão da parede celular e de estrutura de 
membrana 
Solução a 0,01% de Calcoflúor utilizando luz U.V. no microscópio foi suficiente para 
verificar digestão da parede, por ausência de células fluorescentes e solução de Coomassie Blue 
G-250 se mostrou eficiente para corar estruturas de membrana, visualizados em luz visível.
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5 - CONCLUSÃO 
A purificação com base na centrifiigação cromatográfica em coluna de gel demonstrou ser um 
procedimento adequado para a obtenção de complexo enzimático de interesse na 
protoplastificação. 
Através dos experimentos realizados, o suco gástrico de Megalobulínus 
paranaguensisdemonstrou ser uma fonte rica de enzimas degradativas de estluturas 
polissacarídicas, constituintes de parede celular. 
A ação do suco gástrico como complexo enzimático, proporcionou a liberação de protoplastos 
de vegetais constituídos de diferentes estruturas de parede celular, caracterizando-o como uma 
ferramenta de grande utilidade no sentido de desenvolvimento de pesquisa básica e 
biotecdnológica na área da enzimologia.
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